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Introducao

v' O cancer gastrico é o terceiro tipo de tumor com maior incidéncia no Brasil e a segunda causa de morte por cancer no
mundo. O tratamento clinico convencional para essa doenca envolve cirurgia, quimioterapia e radioterapia. A
guimiorresisténcia prevalece como o maior desafio no tratamento de cancer gastrico e estudos ja demonstraram que as
possiveis responsaveis pela resisténcia a diferentes guimioterapicos sao as ceélulas-tronco tumorais, capazes de gerar
tumores por meio de auto-renovacao e diferenciacao, semelhantes aqueles realizados por células-tronco normais, sendo,
desse modo, responsaveis pelo crescimento do tumor e pela formacido de metastases. Nesse sentido, € de grande
Importancia a prospeccao de novos guimioterapicos no tratamento dessa patologia. Um estudo feito pelo nosso grupo de
pesquisa identificou como novos alvos potenciais no tratamento quimioterapico de cancer gastrico as proteinas AURORA B
(AURKB) e NDC80, inibidas pelas drogas experimentais ZM447439 e INH1, respectivamente.

Objetivos
v Verificar a presenca de células tumorais com caracteristicas tronco em linhagens celulares de cancer gastrico para, em
seguida, avaliar o efeito dos compostos experimentais sobre essas células.

v" Avaliar o ciclo celular das linhagens estudadas apods exposicao as drogas.

Metodologias

v Células: linhagens de adenocarcinoma gastrico primario humano ACP02 e ACPO03.

v’ Tratamento: 5-FU 1,2 uM (controle positivo), ZM447439 2,0 uM e INH1 30,0 uM (IC., para cada droga foi determinado
previamente).

v Analise de expressao génica: RT-PCR convencional para os marcadores de células-tronco tumorais LGR5, CD24, CD44
e CD133.

v Ensaio de formacéao de esferas: cultivo em placas de 96 pocos tratadas para nao aderéncia, utilizando meio sem soro e
fazendo acompanhamento das células tratadas e nao tratadas durante 14 dias.

v'Ciclo celular: marcacdo com iodeto de propidio com posterior citometria de fluxo para avaliacao do ciclo celular das células
apos 5 dias de cada tratamento.

v Analise estatistica: teste t de Student, p<0,05.

Resultados

Analise de expressao génica Ensaio de formacao de esferas

ACPO2 ACPO3 v Considera-se esferas um conjunto de pelo menos 4
células em diferentes focos na avaliacao microscopica .

C- reacéao
CD133

B actina
C- reacao
CD133

B actina

- v  Para ambas as linhagens, n&o houve diferenca
O O O 5 O

significativa no numero de esferas nos tratamentos em
relacao aos controles.
ACPO2 ACPO3
‘. iy |

LGR5
CD24
CD44
LGR5
CD24
CD44

on
o

o

HH

——

HH

—
P

Numero de esferas
Numero de esferas
=9

_ - _ , | Controle 5-FU ZM Controle 5-FU ZM
Fig. 1. Analise da expresséo génlca de marcadores de células-tronco tumorais Tratamento Tratamento
por RT-PCR convencional. Foi observada a expressédo dos marcadores LGR5 _ _ _ _ )
e CD24 em ambas as linhagens. Fig. 2: Ensaio de formacédo de esferas com as linhagens ACP02 e ACPO03 apods

exposicao aos compostos experimentais. Nao houve diferenca significativa no numero de

] esferas nos tratamentos em relacdo ao controle. Andalise estatistica realizada por teste t

Ciclo celular de Student. Valor de p>0,1 observado para todos os tratamentos versus controle, em
ambas as linhagens.
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Fig. 3: Avaliacdo do ciclo celular em células das linhagens ACP02 e ACP03 apés
exposi¢cao aos compostos experimentais. Nas celulas de ambas as linhagens, houve uma v Também observamos que O tratamento com esses
reducdo de células nas fases G1 e S e um aumento de células polipléides quando ~ :
utilizado ZM. ApoOs exposicdo ao composto INH1, as células de ambas as linhagens ComDOStOS nao levou a uma dlferen(;a na presenca de
apresentaram um ciclo muito semelhante ao controle, com um pequeno aumento de esferas em ambas as Iinhagens utilizadas.

células na fase S.




